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論文内容の要旨
銅は生体にとり不可欠な微量元素である一方、毒性を与えうるとも知られる。そのため、神経細胞における細胞体
内の銅代謝は厳しく規定されている。鋼輸送蛋白の存在が近年明らかにされてきており、アルツハイマー病などの神
経変性疾患においても、銅代謝との関連が注目されている。我々は superoxide dismutase (SOD1) 遺伝子の突然変
異を有する家族性筋萎縮性側索硬化症 (FALS) 患者の中枢神経において、遊離銅イオンの異常な増加を認め、
FALS モデルマウスに銅キレート剤を投与すると発症が遅くなることを報告した。 CCS は superoxide dismutase 1 
(SOD1) に特異的に銅を運び、細胞体内の主要な抗酸化剤である SOD1を活性化する蛋白であるが、 CCS の中枢神
経における生理学的役割を明らかにするために、マウス CCS に対する精製抗体を作成し、免疫組織学的検索を行っ
た。また、 FALS モデルマウスの病理組織を FALS 患者と比較するのに最適なパラフィン切片に抗 CCS 抗体が応用
できるかどうかの検討も加えた。
【方法】
マウス CCS 蛋自のカルボキシル末端側〔アミノ酸251-267、 NH2-WEERGRPIAGQGRKDS-COOH) に相当する
合成ペプチドを抗原として、 300μg をウサギの皮下20カ所に注射し、その後14、 28、 42、 56、 70 日後に注射を繰り
返した。最終免疫 7 日後に血清を採取し、その血清をマウス CCS ペプチドで免疫した Gーセフアロースカラムを用い
て精製した。 6 ヶ月齢の C57BL/6J マウスを深麻酔し、 phosphate buffer saline (PBS; pH7.4)を還流した後、
一部は脳および脊髄を取りだしドライアイスで凍結した。一部のマウスは、続いて 4%パラホルムアルデヒドで還流
固定した。脳および脊髄を取りだし、引き続いて 4 度で一昼夜間じ固定液で固定した。この固定後組織について、一
部は20%スクロースで cryoprotect した後、凍結ブロックを作製し、一部はパラフィンブロックを作製した。これら
3 種類の組織切片について抗 CCS 精製抗体を〔濃度 3μg/mU 一次抗体として 4 0Cで18時間反応させた。コントロー
ルとして PBS あるいは十分量の CCS ペプチドで吸収後の抗体を一次抗体の代わりに用いた。 PBS でよく洗浄した
後、抗ウサギ抗体を二次抗体として、 ABC 法を用いて DAB で発色させた。また、マウス脳20μg を用いた west­
ern blotting を抗 CCS 精製抗体に対して施行した。
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【結果】
PBS あるいは CCS ペプチドで吸収後の抗体を反応させたものでは全く免疫反応性を得られなかった。 CCS はマウ
ス中枢神経のあらゆる神経細胞に分布していた。細胞質が染まり、核は陰性であった。またその intensity は神経細
胞ごとに異なっていた。固定後の凍結切片は、新鮮凍結切片と染色パターンは同じで、またその intensity は低下せ
ず、構造物の輪郭はむしろはっきりしていた。またパラフィン切片は国定後の凍結切片に比較し、染色性は劣るもの
の染色パターンは同様であったo 神経細胞においては小脳プルキンエ細胞、大脳錐体細胞、脊髄前角細胞が特に良く
染まり、また神経細胞以外にも一部のグリア細胞、軸索も陽性であった。
抗 CCS 精製抗体を用いた western blotting において35kDa 付近に、マウス CCS に相当すると考えられる一本の
バンドを認めた。
【総括】
抗 CCS 精製抗体を用いて、マウス中枢神経における CCS の分布を詳細に示し、パラフィン切片に応用可能である
ことを示した。パラホルムアルデヒド (PFA) による固定は CCS 抗体の免疫反応性に影響はほとんど見られなかっ
た。蛋白のN末端は PFA によってアミノ酸が架橋結合するために修飾されやすいと知られるが、今回作製した CCS
抗体は C末端に対する抗体であったため、 PFA による免疫反応性の低下が抑えられたと考えられた。
変異 SODl遺伝子を高発現させた FALS モデルマウスは FALS 患者と同様に致死的な進行性の運動神経病を示し、
またその神経病理像も大型の脊髄前角細胞の消失と、 FALS 患者脊髄の病理学的 hallmark であるとされる Lewy
body-like hyaline inclusion (LBHI)を示し、非常に良く似ている。著者らは以前にヒト FALS 患者脊髄において
CCS が LBHI に SODlと共に凝集していることを示した。今回得られた抗 CCS 抗体を用いて、 FALS モデルマウス
における病変形成の、経時的変化の検討に有用であると考えられる。
論文審査の結果の要旨
家族性筋萎縮性側索硬化症 (FALS) は、 copper/zinc superoxide dismutase (SODl)の変異で発症することが
報告されているが、その病因および多様な病理像については不明の点が多い。近年 SODlに特異的に銅をトランスファー
する copper chaperone for SODl (CCS) が同定された。私は、マウスおよびヒト CCS に対する抗体を作製し、正
常マウス、 FALS モデルマウス、 FALS 剖検症例について免疫組織学的検討を行った。得られた抗体が 3 種類の異
なった固定法を用いても抗体の染色パターンがほぼ一致し、病理組織の観察に有利なパラフィン切片に適用されるこ
とを示した。
その結果、 FALS 神経病理における特徴的封入体である Lewy body-like hyaline lnclusion (LBLl)に SODl と
共に CCS が共存していることを初めて示した。
本研究は FALS 病理像の解明に貢献するもので学位に値する。
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